近年来，单倍型造血干细胞移植（haplo-HSCT）在血液系统疾病治疗方面取得了蓬勃的发展，然而由于HLA不完全匹配，haplo-HSCT患者发生移植物抗宿主病（GVHD）的风险增大[@b1]。加入抗胸腺细胞球蛋白（ATG）的预处理方案可有效降低haplo-HSCT患者急性GVHD（aGVHD）和慢性GVHD（cGVHD）的发生率和严重程度[@b2]。目前ATG的类型和剂量尚未达成共识[@b3]。本研究对我院行haplo-HSCT的恶性血液病患者进行回顾性分析，比较6、7.5、9 mg/kg三种兔抗人胸腺细胞球蛋白（rATG）剂量预处理方案haplo-HSCT对恶性血液病患者的疗效及安全性。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本研究纳入2013年3月至2018年12月在华中科技大学同济医学院附属协和医院首次接受haplo-HSCT的288例恶性血液病患者。所有患者诊断均符合WHO（2016）造血与淋巴组织肿瘤分类标准[@b4]，其中急性髓系白血病（AML）128例，急性淋巴细胞白血病（ALL）110例，慢性髓性白血病（CML）8例，骨髓增生异常综合征（MDS）28例，混合细胞白血病（MAL）14例。男182例，女106例，中位年龄18（6～62）岁。移植前依据Armand等修订的疾病风险指数[@b5]进行疾病危险分层，227例（78.82％）为高危/极高危患者。外周血干细胞（PBSC）移植155例，PBSC联合骨髓（BM）移植133例。所有供者均为亲缘供者，其中HLA位点5/10相合163例，6/10～8/10相合125例。输注有核细胞15.56（7.08～48.35）×10^8^/kg，CD34^+^细胞6.18（1.65～25.00）×10^6^/kg。按照移植预处理使用的rATG（赛诺菲北京制药有限公司产品）总量6、7.5、9 mg/kg分为ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组，三组基本临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 含不同剂量rATG预处理单倍型造血干细胞移植恶性血液病患者基本临床特征

  临床特征                                         ATG-6组（159例）      ATG-7.5组（72例）      ATG-9组（57例）      统计量     *P*值
  --------------------------------------------- ---------------------- --------------------- ---------------------- --------- ---------
  移植年龄\[岁，*M*（范围）\]                        28（6～62）            30（8～55）           26（11～53）        3.165     0.205
  性别\[例（％）\]                                                                                                    4.581     0.101
   女                                                 54（34.0）            34（47.2）             18（31.6）                 
   男                                                105（66.0）            38（52.8）             39（68.4）                 
  诊断\[例（％）\]                                                                                                   12.201     0.139
   急性淋巴细胞白血病                                 58（36.5）            24（33.3）             28（49.1）                 
   急性髓系白血病                                     77（48.4）            29（40.3）             22（38.6）                 
   慢性髓性白血病                                      3（1.9）              5（6.9）               0（0.0）                  
   骨髓增生异常综合征                                 13（8.2）             10（13.9）              5（8.8）                  
   混合细胞白血病                                      8（5.0）              4（5.6）               2（3.5）                  
  危险分层\[例（％）\]                                                                                                0.192     0.908
   高/极高危                                         124（78.0）            57（79.2）             46（80.7）                 
   低/中危                                            35（22.0）            15（20.8）             11（19.3）                 
  移植前状态\[例（％）\]                                                                                              5.321     0.070
   缓解                                              134（84.3）            57（79.2）             40（70.2）                 
   未缓解                                             25（15.7）            15（20.8）             17（29.8）                 
  供、患者性别组合\[例（％）\]                                                                                       13.748     0.032
   男供男                                             66（41.5）            30（41.7）             26（45.6）                 
   男供女                                             40（25.2）            19（26.4）             11（19.3）                 
   女供男                                             39（24.5）             8（11.1）             16（28.1）                 
   女供女                                             14（8.8）             15（20.8）              4（7.0）                  
  造血干细胞来源\[例（％）\]                                                                                         72.026    \<0.001
   外周血                                             121(78.1)             16（22.2）             18（31.6）                 
   骨髓+外周血                                        38（23.9）            56（77.8）             39（68.4）                 
  ABO血型相合\[例（％）\]                                                                                             1.356     0.508
   相合                                               90（56.6）            44（61.1）             29（50.9）                 
   不相合                                             69（43.4）            28（38.9）             28（49.1）                 
  HLA相合度\[例（％）\]                                                                                              106.994   \<0.001
   5/10相合                                           47（29.6）            68（94.4）             48（84.2）                 
   6/10～8/10相合                                    112（70.4）             4（5.6）              9（15.8）                  
  预处理方案\[例（％）\]                                                                                             18.654     0.007
   改良BuCy2                                         112（70.4）            53（73.6）             33（57.9）                 
   TBI+Cy                                             34（21.4）            11（15.3）             24（42.1）                 
   FB                                                  4（2.5）              1（1.4）               0（0.0）                  
   CBA                                                 3（1.9）              5（6.9）               0（0.0）                  
   FBA                                                 6（3.8）              2（2.8）               0（0.0）                  
  CD34^+^细胞输注量\[×10^6^/kg，*M*（范围）\]    6.11（1.65～25.00）    6.28（1.66～21.51）   6.34（2.63～21.09）     0.206     0.902
  有核细胞输注量\[×10^8^/kg，*M*（范围）\]       14.16（7.08～41.03）   16.35（7.6～31.27）   18.04（7.26～48.35）   18.145    \<0.001
  随访时间\[月，*M*（范围）\]                        12（2～63）            15（1～34）           14（1～76）         1.968     0.374

注：rATG：兔抗人胸腺细胞球蛋白；改良BuCy2方案：阿糖胞苷+白消安+环磷酰胺；TBI+Cy：全身照射+环磷酰胺；FB方案：氟达拉滨+白消安；CBA方案：克拉屈滨+白消安+阿糖胞苷；FBA方案：氟达拉滨+白消安+阿糖胞苷

2．预处理方案：198例患者采用改良BuCy2方案：阿糖胞苷（Ara-C）4 g/m^2^，−7 d；白消安（Bu）3.2 mg·kg^−1^·d^−1^，−6 d～−4 d；环磷酰胺（Cy）1.8 g·m^−2^·d^−1^，−3、−2 d。69例患者采用TBI+Cy方案：全身照射（TBI）8 Gy，−6 d；Cy 1.8 g·m^−2^·d^−1^，−5、−4 d。5例患者采用FB方案：氟达拉滨（Flu）30 mg/d，−7～−3 d；Bu 3.2 mg·kg^−1^·d^−1^，−3、−2 d。8例采用CBA方案：克拉屈滨5 mg·m^−2^·d^−1^，−8～−4 d；Bu 3.2 mg·kg^−1^·d^−1^，−8～−5 d；Ara-C 2 g·m^−2^·d^−1^，−8～−4 d。8例采用FBA方案：Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^，−6～−2 d；Bu 3.2 mg·kg^−1^·d^−1^，−6～−3 d；Ara-C 2 g·m^−2^·d^−1^静脉滴注，−6～−2 d。

3．GVHD预防：采用他克莫司+甲氨蝶呤（MTX）+霉酚酸酯（MMF）+抗CD25单抗预防GVHD。他克莫司：−3 d开始0.05 mg·kg^−1^·d^−1^（分2次口服），维持血药浓度5～10 µg/L；MTX：+1 d 20 mg/m^2^，+3、+6、+11 d 15 mg·m^−2^·d^−1^，静脉注射；MMF：+7 d开始1 000 mg/d（分2次静脉滴注）；抗CD25单抗：+0 d、+4 d 20 mg/d，静脉滴注。rATG均为−3～−1 d用药，ATG-6组2 mg·kg^−1^·d^−1^，ATG-7.5组2.5 mg·kg^−1^·d^−1^，ATG-9组3 mg·kg^−1^·d^−1^。

4．支持治疗：全部患者进入百级层流病房。给予预防细菌、真菌、病毒及卡氏肺孢子虫感染措施，苯妥英钠预防中枢神经系统毒性，美司钠预防出血性膀胱炎，前列腺素E~1~、熊去氧胆酸预防肝静脉闭塞症。其他支持治疗包括水化和碱化尿液、成分输血等。监测巨细胞病毒（CMV）DNA及EB病毒（EBV）DNA。复发患者的治疗包括减停免疫抑制剂和供者淋巴细胞输注（DLI）。

5．随访：采用查阅住院、门诊病历以及电话随访方式获取随访资料。随访截止日期为2019年8月31日，中位随访时间为13.5（0.2～76.0）个月。粒细胞植入定义为中性粒细胞绝对计数（ANC）≥0.5×10^9^/L连续3 d，血小板植入定义为PLT≥20×10^9^/L连续7 d且脱离血小板输注[@b6]。aGVHD和cGVHD评价标准参照文献[@b7]--[@b8]。总生存（OS）时间：造血干细胞回输至死亡或随访截止的时间。无病生存（DFS）时间：造血干细胞回输至疾病复发或随访截止的时间。复发：骨髓原始细胞比例\>5％或发生髓外复发（脑脊液中发现原始细胞或活检证实髓外白血病浸润）。

6．统计学处理：应用SPSS22.0软件分析数据，分类变量的组间比较采用卡方检验或Fisher精确检验，计量资料采用*t*检验。OS、DFS率分析采用Kaplan-Meier法，Log-rank检验进行组间比较。应用R3.6.3软件Gray检验对累积复发率（CIR）和非复发死亡（NRM）行竞争风险分析。移植后100 d内死亡的病例不纳入cGVHD分析。应用Cox比例风险模型进行单因素分析来筛选危险因素，纳入变量包含患者移植时年龄、疾病诊断、疾病危险分级、移植前疾病状态、供受者性别匹配、HLA匹配、干细胞来源、预处理方案、细胞植入、感染、DLI。ATG剂量和单因素分析*P*\<0.15的因素纳入Cox回归模型，*P*\<0.05认为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．造血重建：ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组粒细胞植入率及血小板植入率差异无统计学意义（*P*＝0.972，*P*＝0.276，详见[表2](#t02){ref-type="table"}），粒细胞中位植入时间分别为11（8～21）d、11（6～24）d、10（7～21）d，血小板中位植入时间分别为11（6～53）d、11（6～72）d、12（5～78）d。

###### 不同剂量兔抗人胸腺细胞球蛋白预处理组造血重建、GVHD发生率、感染发生率的比较

  指标                          ATG-6组（159例）   ATG-7.5组（72例）   ATG-9组（57例）   *χ^2^*值    *P*值
  ---------------------------- ------------------ ------------------- ----------------- ---------- ---------
  粒细胞植入率（％）                  96.9               97.2               96.5          0.057      0.972
  血小板植入率（％）                  92.5               87.5               86.0          2.577      0.276
  Ⅱ～Ⅳ度急性GVHD发生率（％）          14.5               11.1                8.8          1.413      0.493
  Ⅲ～Ⅳ度急性GVHD发生率（％）          6.9                 4.2                1.8          2.082      0.346
  慢性GVHD发生率（％）                8.8                14.3               12.0          1.415      0.493
  细菌感染率（％）                    22.0               26.4               12.3          3.940      0.139
  真菌感染率（％）                    5.7                 8.3                5.3          0.722      0.697
  CMV感染率（％）                     43.4               44.4               77.2          20.509    \<0.001
  EBV感染率（％）                     3.5                 1.5               12.5          6.795      0.033

注：CMV：巨细胞病毒；EBV：EB病毒。移植后100 d内死亡的病例不纳入慢性GVHD发生率的计算

2．GVHD发生情况：移植后100 d内共53例患者发生aGVHD，中位发生时间为20（7～90）d。ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生率分别为14.5％（23/159）、11.1％（8/72）、8.8％（5/57）（*P*＝0.493），Ⅲ/Ⅳ度aGVHD发生率分别为6.9％（11/159）、4.2％（3/72）、1.8％（1/57）（*P*＝0.346）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。249例患者移植后生存超过100 d，其中27例发生cGVHD，中位发生时间为移植后15（2～36）个月。ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组的1年cGVHD发生率分别为8.8％（12/136）、14.3％（9/63）、12.0％（6/50）（*P*＝0.463）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

多因素Cox回归分析显示，移植前未达细胞遗传学缓解（CRc）或分子学缓解（CRm）是影响Ⅲ～Ⅳ度aGVHD发生的独立风险因素（*P*＝0.003）。ATG-6组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD的发生风险高于ATG-9组\[*HR*＝3.560（95％*CI* 1.262～10.046），*P*＝0.016\]。感染、复发和aGVHD是影响cGVHD发生的独立风险因素（*P*＝0.024，*P*＝0.004，*P*＝0.011）。在骨髓联合外周血干细胞移植患者中，ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生率分别为28.9％（11/38）、8.9％（5/56）、12.8％（5/39）（*P*＝0.027），多因素分析显示ATG-6组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生风险高于ATG-9组\[*HR*＝3.652（95％*CI* 1.238～10.777），*P*＝0.017\]；在外周血干细胞移植患者中，ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生率分别为9.9％（12/121）、18.8％（3/16）、0（0/18）（*P*＝0.190），多因素分析显示，ATG-6组与ATG-9组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生风险差异无统计学意义\[*HR*＝2.049（95％*CI* 0.565～7.424），*P*＝0.275\]。

3．移植后相关感染并发症：ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组移植后1年内细菌及真菌感染率差异无统计学意义（*P*＝0.139，*P*＝0.697），详见[表2](#t02){ref-type="table"}。ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组CMV感染率分别为43.3％（69/159）、44.4％（32/72）、77.2％（44/57）（*P*\<0.001），EBV感染率分别为3.5％（4/114）、1.5％（1/67）、12.5％（4/32）（*P*＝0.033），ATG-9组中有1例患者后续发生淋巴细胞增殖性疾病（PTLD）。三组中分别有21例（13.2％）、10例（13.9％）、11例（19.3％）患者发生两种及以上病原菌感染（*P*＝0.526）。

4．生存情况：至随访截止，ATG-6、ATG-7.5、ATG-9组死亡例数分别为42例（26.4％）、25例（34.7％）、17例（29.8％）。复发是导致患者移植后主要死亡原因，其次是GVHD和感染（[表3](#t03){ref-type="table"}）。三组出现复发的患者分别有42例（26.4％）、25例（34.7％）、11例（19.3％），观察到的最长复发时间为22个月。三组分别有16例（10.1％）、10例（13.9％）、6例（10.5％）在复发后行化疗联合DLI。三组的3年OS、CIR、DFS及NRM差异均无统计学意义（[表4](#t04){ref-type="table"}），生存曲线见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![三种剂量ATG预处理组移植后总生存率（A）、无病生存率（B）、累积复发率（C）及非复发死亡率（D）比较](cjh-41-07-557-g001){#figure1}

###### 不同剂量兔抗人胸腺细胞球蛋白组移植后死亡原因

  组别         例数   死亡原因\[例（％）\]                           
  ----------- ------ ---------------------- ------------ ----------- ----------
  ATG-6组       42         18（42.8）        16（38.1）   8（19.0）   0（0.0）
  ATG-7.5组     25         14（56.0）        6（24.0）    3（12.0）   2（8.0）
  ATG-9组       17         9（52.9）         4（23.5）    4（23.5）   0（0.0）

###### 不同剂量兔抗人胸腺细胞球蛋白组移植后3年总生存率、累积复发率、无病生存率、非复发死亡率比较\[％（95％*CI*）\]

  组别         例数      3年总生存率         3年累积复发率        3年无病生存率       3年非复发死亡率
  ----------- ------ -------------------- -------------------- -------------------- --------------------
  ATG-6组      159    68.5（60.3～77.9）   34.6（34.3～35.1）   53.3（44.9～63.4）   24.2（23.8～24.5）
  ATG-7.5组     72    60.1（48.3～74.8）   38.0（37.3～38.7）   51.9（41.0～65.8）   26.0（25.4～26.6）
  ATG-9组       57    64.7（51.9～80.7）   20.6（20.0～21.3）   63.9（51.9～78.7）   23.6（26.3～28.2）
                                                                                    
  *χ*^2^值                  0.866                3.599                 1.44                0.091
  *P*值                     0.648                0.165                0.486                0.955

讨论 {#s3}
====

如何防控GVHD的发生以及降低移植失败和复发风险是allo-HSCT面临的挑战[@b9]。移植排斥反应和GVHD发生主要由细胞毒性T淋巴细胞激活所致，基于粒细胞集落刺激因子（G-CSF）联合ATG诱导的供受体双向免疫耐受建立的非体外去除T淋巴细胞GVHD预防方案已成为国际主流的haplo-HSCT方式之一，在我国以及日本、韩国等多个亚洲国家得到广泛应用[@b10]，以"北京方案"为代表的haplo-HSCT与全相合移植治疗恶性血液病可获得相近的疗效[@b11]--[@b12]。

ATG作为一种体内去除T淋巴细胞的多克隆抗体，能诱导强烈的免疫耐受，减少allo-HSCT中GVHD的发生[@b13]，然而ATG抗原不仅能清除T细胞，也不同程度地清除B细胞、单核细胞，这种抗原识别受体多样性增加了临床应用的潜在风险[@b3]。国外已有多篇关于全相合移植中ATG剂量优化的研究报道[@b14]--[@b15]，haplo-HSCT中ATG剂量优化的研究主要见于国内学者[@b16]--[@b17]。

本研究对比了haplo-HSCT中常用的3种剂量rATG对GVHD发生率的影响，结果表明中、高剂量（7.5 mg/kg 、9 mg/kg）rATG相比低剂量（6 mg/kg）ATG可更有效预防GVHD发生。2014年Wang等[@b16]报告了含6 mg/kg和10 mg/kg rATG预处理haplo-HSCT治疗恶性血液病的随机对照研究结果，6 mg/kg ATG组Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生率高于10 mg/kg ATG组（42％对25％，*P*＝0.005）。本组病例Ⅱ～Ⅳ度aGVHD发生率均低于以上研究（6 mg/kg rATG组14.5％对42％，10 mg/kg rATG组8.8％对25％），分析原因，可能与本组病例采用免疫抑制效果更强的GVHD预防方案（他克莫司联合霉酚酸酯及抗CD25单抗）有关。

2019年Lin等[@b17]开展的多中心随机对照研究比较了在接受haplo-HSCT的急性白血病患者中应用7.5 mg/kg和10 mg/kg兔ATG组疗效，结果显示在Ⅱ～Ⅳ度aGVHD、Ⅲ～Ⅳ度aGVHD、cGVHD发生率方面，两种ATG剂量组差异无统计学意义，这与本研究ATG-7.5、ATG-9组的结果相似。另外，本研究中84.3％的患者移植前处于疾病缓解状态，研究结果显示移植前未达缓解状态是发生Ⅲ～Ⅳ度aGVHD的风险因素，考虑原因可能为移植前疾病状态可影响与GVHD相关的移植物抗白血病（GVL）效应[@b18]，但其机制尚需进一步研究以阐明。

CMV、EBV感染是allo-HSCT后常见并发症，可发展为CMV病和EBV相关PTLD，是导致非复发死亡的重要危险因素，且病毒感染可增加GVHD发生风险，二者相互促进[@b19]--[@b20]。本研究中ATG-9组CMV、EBV感染率高于ATG-6组和ATG-7.5组，与文献[@b21]--[@b22]结果类似。本研究三个ATG剂量组移植后OS率差异无统计学意义，原因包括：①患者生存受多种因素共同影响；②有效的治疗能够降低病毒感染相关死亡率。因此临床工作中加强病毒监测及抢先治疗至关重要，尤其在增加ATG剂量的情况下，需警惕CMV和EBV的再激活风险。

以往研究显示，ATG作用过强可能导致免疫重建延迟而增加复发风险[@b23]。本研究中，ATG-6、ATG-7.5、ATG-9三组CIR差异无统计学意义，OS、DFS、NRM差异亦无统计学意义，这与以往研究[@b16]--[@b17],[@b24]结果一致。因此，在haplo-HSCT中，根据患者是否合并感染、HLA相合度、移植前疾病状态等因素适当调整ATG剂量是可行的。

本研究结果显示，在应用haplo-HSCT治疗恶性血液病时，低剂量rATG（6 mg/kg）可增加haplo-HSCT后Ⅱ～Ⅳ度急性GVHD的发生率，高剂量rATG（9 mg/kg）使CMV、EBV感染风险增加，中剂量rATG（7.5 mg/kg）可能是兼顾中重度急性GVHD和CBV/EBV感染发生率的选择。本研究为回顾性、单中心研究，ATG-7.5、ATG-9组例数较少，上述结论仍需多中心、大样本研究进一步验证。
